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Die vorliegende Erfindung betrif 
rung von Pathogenen in einem bi 
bieren mil: einem chemischen Mittlel 



ologd 



Ein biologisches Material stammt 
f liissigkeiten oder Mikroorganisrren 



Da biologisches Material mit 
Molekule oder Mikroorganismen unld 
miniert sein kann, wurden bereitjs 
Inaktivierung bzw. Abreicherung 
entwickelt . 



Pathogener 



n, wie z.B. 
Viren, bzw. Pyr 
verschiedene Ve 
von Pathogenen bz 



phys: 



Derartige Verfahren beinhalten 
Behandlungen, wie beispielsweise 
(z.B. Nano-, Dia- oder Ultrafilt 
handlung mit Saure oder Lauge, 
organisches Losungsmittel sowie 
Laser- Licht . Auch verschiedene 
zur Inaktivierung bzw. Abrei 
Stand der Technik vielfach vorgelschlagen 



Lcherung 



piel 



Aus der EP 0 197 554 ist beis 
rogenisieren und Inaktivieren 
oder pharmazeutischen Produkt 
mit einem virusinaktivierenden 
wie z.B. eine amphiphile Subs 
einer festen Phase, an der das 
faSt. Nach dieser Behandlung wi 
depyrogenisierende Mitt el von 
adsorbierte Produkt gewaschen 
Phase eluiert. 



Los ung 



ilkylphosphaten 



Aus der EP 0 131 740 ist die 
den Zusammensetzung in einer 
teln wie Di- oder Tria. 
wart eines Detergens (Solvens, 
durch Protein-Zusammensetzungen 
halten werden konnen. 



ft ein Verfahren 
ischen Materi 



zur Inaktivie- 
durch Inku- 



aL 



von Organismen bzw. KGrper- 



ikalische und/ 
diverse 
ration ) , 
Blehandlung mit Det 
Behandlung mit UV 
Kjombinationen sole 
von Pathog 



inf ektiose 
Dgenen, konta- 
rfahren zur 

. Pyrogenen 



Dder chemische 



Verfahren 



sweise em 
vein Viren in einem 
be kannt , welches 
dnd depyrogenisi 
tan(z und/oder ein 
Fjrodukt adsorbiert 
r|d das virusi 
de(r festen Phase a 
urld schlieBlich von 



Behandl 



Prote 



.scben 



ung einer 
mit organi 

gegebenenf alll 
-Behandlurg 
frei von lipidhalt 



/Detergens- 



Filtrati Dnsmethoden 
Hi t zebeh andlung , Be- 

srgens und/oder 
Licht oder mit 
tier Verfahren 
jenelh wurden im 



zum Depy- 
biologischen 
Behandlung 
Mittel, 
Lojsungsmittel , an 
vorliegt, um- 
und 

bjgetrennt, das 
der festen 



ei ne 



er snden 



nakt i vierende 



in enthalten- 

Losungsmit- 
s in Gegen- 
) bekannt, wo- 
igen Viren er- 



Aus der AT-?S 
welcher ein^m 
Erhitzen eiii 
Gew.% zugesiit 



Ein weiteref 
wiinschter 
Produkten i 
einem ver 
eines nicht 
sierte Prod 
Ionenaustau 



Verfahren zur 
Afctivitaten in 
3t aus der EP 0 
Kontakt 
denaturierend wi 
ikt wird zur 
cher behandelt . 



la: lgerten 



Ein Nachtei 
Verfahren i 
in den zu b 
Proteine, b 
Durchf uhru 
folgt eine 
AusmaS. Ein 
fiihren. So 
einer 
Vorgange 
Vila 



chromatog 



setir 



aktiviert 



Lterer 



Auf wand 



Ein wei 
tiven 
raindert und 
hSuf ig 



ungee 



Der vorlie 
Proteine, 
fahren zur 
schen Mater 
in einen 
durchgef uhijt 
zur Inakti\ 
Aktivierunc 
werden , 



402 151 ist ei 
in wafiriger 
Tensid in einer 
z-fc wird . 
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ine Hitzebehandlung bekannt, bei 
Los=>ung vorliegenden Praparat vor dem 
Konzentration von mindestens 1 



R^duktion bzw. Suppression uner- 
ischen oder pharmazeutischen 
999 bekannt. Dieses basiert auf 
t einer Losung oder Suspension 
jrkenden Amphiphils. Das depyrogeni- 
des Amphiphils mit einem 



biolog 



083 



m;_ 



Entfernung 



vieler dieser a 
3-t das haufige Au 
shandelnden 
sispielsweise von 
eines chromatog 
Inaktivierung von 
Abbau von Protei 
ist beispielswei 
raphischen 
leicht zu 
wird. 



Zusammenset 



se 



Verfahren 



Nachteil liegt 
vieler 
deshalb die 
signet macht 



genden Erfindung 1 
insbesondere fur 1 
wirksamen Inakt 
ialien zur Verfug 
gijoStechni schen 

werden kann. I 
ierung von 
hierfur empfindl 



Pathogenen 



s dem Stand der Technik bekannten 
J[treten von Aktivitatsverlusten der 
zungen enthaltenen labilen 
Blutproteinen. Insbesondere bei 
aphischen Reinigungsschrittes er- 
Proteinen in einem relativ hohen 
iien kann auch zu einer Aktivierung 
bekannt, daB der Faktor VII bei 
auf grund autokatalytischer 
well sehr labilen, Faktor 



Reinigung 



unerwiinschtem , 



in dem hohen zeitlichen und appara- 
was deren Praktikabilitat stark 
Anwehdung im groBtechni schen MaBstab 



egt die Aufgabe zugrunde, ein fur 
abile Blutproteine, schonendes Ver- 

von Pathogenen in biologi- 
ung zu stellen, welches auch leicht 
tibertragbar ist und okonomisch 
insbesondere soil bei dem Verfahren 
ein Abbau und eine mogliche 
cher Proteine weitgehend vermieden 



MaBstab 
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Die vorstehend genannte Aufgabe 
Verfahren zur Inaktivierung von 
Viren, in einem biologischen 
chemischen Mittel zur Verfugung 
Inkubation in Gegenwart eines 
einer NaCl-Konzentration von m 
mindestens 300 mmol/1, vorgenommen 



wird dadurch gel5 
Pathogenen, insbe 

ial durch InkubL 
gestellt wird, 
n Salzes 
200 mmol/ 

wird . 



Mater 



eluotroper 
indestens 



Die Inaktivierung von Pathogenen 
Behandlung eines Adsorbens einigje 
weise die Praktikabilitat eines 
homogenen, einphasigen System 
aktivierungsschrittes besser mogil 
Zuganglichkeit von Pathogenen in 
die Effizienz des Ver 



-f ahrensschr ittes 



in Losung bietet 
Vorteile. So i 
derartigen 

und die Vali 
ich. Auch schein 
einer relativ ho 
zu erhohen 



hoher 



Das biologische Material enthalt 
tein und ist insbesondere Plasma 
stammt von einer Zellkultur. Vor 
sche Material einen Blutfaktor, 
Willebrand-Faktor oder Fibrinogen 
abhangiges Protein wie Faktor II 
X, Protein C, Protein S bzw. 



Die Proteine konnen als Einzelfc 
nigter Form, oder in einem kompl 
ganz besonders bevorzugten Aus 
sche Material mindestens einen 
und ist insbesondere eine 
tion oder ein Faktor VII 
wird nach einer Kryoprazipitat 
Uberstand ( Kryoiiberstand ) ausgedangen 



:iqn 



Die erf indungsgemaBe Praparati 
che mit FEIB-Aktivitat (Factor 
Activity), also eine Praparati 
VHI-Inhibitor-Patienten geei 



on 



on 



gnet 



Das von einer Zellkultur stammeihde Material ist \ 



be L 



e i 



t, daS ein 
sondere von 
eren mit einem 

welchem die 
tsprechend 
L, vorzugsweise 



st 



Verf ahrens 



dL 



gegeniiber der 
beispiels- 
in einem 
erung des In- 
t die bessere 
nogenen Phase 



vorzugsweise ein 
oder eine Pla 
zugsweise enthalt 
wie Faktor XII, 
insbesondere 
Faktor VII, 
n Z. 



Prctei 



k toren , vor zugsweji 
exen Gemisch v 

sf orm enthaJjt 
tfaktor des 

ex entfc 
Material, t 
von Plasma vom 



orliege 



Prothiombinkompl€ 



enthaltendes 



ist bevorzugterv 
ight Inhibitor 
die zur 
ist . 



Behandlung 



ex 



Faktor 



humanes Pro- 
ion oder 
das biologi- 
VIII, V, von 
in Vitamin-K- 
IX, Faktor 



smaf rakt 



XI 



se in gerei- 
n. In einer 
das biologi- 
inkomplexes 
altende Frak- 
eispielsweise 
entsprechenden 



eise eine sol- 
B^passing- 

von Faktor 



orzugsweise ein 



Material, 
runter 
der 

sondere 
fur die Ex 
Frage, bevor 
CHO- oder 
aus dem 
Inaktivierun|g 
werden, es 
fraktion 



Faktoren 



Fibrinolyse 



Vitami 



cpr ess 



BHK 



rohen 



en|thaltend rekombi 
der intrinsi 
der Thromboly 
n-K-abhangige 
sion 
zugterweise Sau 
-Zellen. Die 
Zellextrakt dem 
gegebenenf alls 
sich jedoch 
n . 



kann 



har deli 



we] ches 



Das chemiscqe 
Tensid ) , 
mehr bevor zi 
enthalten i 
findungsgem 
z,B. eine vi 
bereits bek 
Mittel . 



Die Auswahl 
biologischer 
soil. Fur 
gewahlt, die 
50% erhalt, 
zugsweise 
biologischer 
al enthalter 
ne Funktion 
Diese bioloc 
ermittelt ur 
standardisi 
Gegebenenf a] 
abgetrennt - 



Unter einem 
sche, grenz 



n ant 



schen 



BLut 



rekombinan ter 



gerzel 



hergestellte Blutfaktoren, da- 
oder extrinsischen Gerinnung, 
se oder deren Inhibitoren, insbe- 
faktoren. Als Zellen kommen die 
Proteine gangigen Zellen in 
len, wie beispielsweise Vero-, 
Proteine konnen direkt 
erf indungsgemafien Verfahren zur 
vorhandener Pathogene unterworfen 
a|uch urn eine vorgereinigte Zell- 



entsprechenden 



Mittel ist beis 
vor zugsweise 
gt mehr als 5%, a 
t; es konnen aber 
B eingesetzt werd 
ruzide, bakterizi 
nnt ist, bzw. Mi 



pielsweise ein Detergens (Amphihil, 

in einer Menge von mindestens 1%, 
m meisten bevorzugt mehr als 10% 

auch andere chemische Mittel er- 
en, insbesondere solche, fur die 
de oder depyrogenisierende Wirkung 
schungen verschiedenster chemischer 



rah 



ist jedoch dadu 
Materials nicht 
ei|ne okonomische Ve 
die biologische 
bezogen auf die 
mindestens 70%, ins 
Aktivitat bede 
en Proteine die H 
bzw. die vers 
ische Aktivitat 
d angegeben werde 
4rten chromogenen 
Is wird das chemi 



chiddenen 



Detergens ist al 
: : lachenaktive Subset 
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limitiert, daB die Nativitat des 
wesentlich beeintrachtigt werden 
rf ahrensweise wird eine Chemikalie 
Aktivitat des Materials zu mehr als 
Aktivitat vor dem Inkubieren, vor- 
besondere mehr als 85%. Erhalt der 

daB die im biologischen Materi- 
hnen naturlicherweise zugeschriebe- 
Funktionen ausuben konnen. 
dann je nach Art des Proteins 
n, beispielsweise mittels eines 
Tests oder der Antigen-Bestimmung . 
sche Mittel nach der Inkubation 



kann 



Ijgemein eine synthetische, organi- 
anz zu verstehen. 



Bevorzugterweise wird bei dem ei' 
nichtionisches Detergens verw 
Polyether , insbesondere 
Produkte der Ethoxylierung von 
Fettaminen, Fettalkoholen, Ami 
alkoholen und Zuckerestern. 



findungsgemaSen V 
Nichtionische 
olethep: 
Ifettsauren , Fettse 
iden, Fettsau 



endet 



Alkylphenolpolyglykc 



ndx 



Ein solches Tensid wirkt auf di 
und ist bevorzugterweise ausgewi 
und Triton. Als Polysorbat wird 

Wenn Detergent ien als chemische 
werden diese gemaB einer bevorz 
Zusatz anderer Mittel eingesetz 
von toxischen organischen Subs 
z.B. TNBP . Dadurch wird ein 



Proteine nicht denaturierend 
&hlt aus der Gruppe Polysorbat 
beispielsweise Tween® verwendet 



Mittel eingesetzt 
Ugten Ausfiihrungs 
insbesondere 
t^nzen Oder Losung 
onsrisiko 



Konfaminatic 



ngen 



Das biologische Material wird g£m 
fahren mit einem chemischen Mittel 
tet das In-Kontakt-bringen des 
Losung, Suspension oder Emulsiorji 
einen zur Inaktivierung c 
bzw. Pyrogene ausreichend langerit 
Temperatur. Das In-Kontakt-bri 
durch Stehenlassen des Gemische^ 
erf olgen. 

Die Inkubation erfolgt gemaS deit* 
genwart eines eluotropen Salzes 
folgenden das Salz in Gemisch m:_ 
Salz in einer komplexen Zus 
Eigenschaft, adsorbierte Stoffe 
getrankten, auch gelartigen 
zu verdrangen. Bevorzugterweise 
pen Salz um ein Desorptionsmitt^l 
schen Verfahren zur Anwendung kcbmmt 
i.a. in Gegenwart des eluotropeiji 
d.h. es werden vorzugsweise Bed 
gische Material nicht prazipitiferen. 
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irees 



erfahren ein 
Tenside wie 
sind u.a. 
a|ureamiden , 

tern von Poly 



werden, so 
jflorm ohne den 
den Zusatz 
itteln, wie 



ohne 



smii 



Inkubatd 



aB dem erfi 
inkubiert . 
iologi schen Materli 
eines chemischer 
falls vorhandenqr 
Zeitraum bei ei 

kann beispiels 
fur einen 



minimiert , 



ndung sgemaBe 



en Ver- 
ion bedeu- 
als mit einer 
Mittels fur 
Pathogene 
bestimmten 
^weise einfach 
Zeitraum 



r er 



def ini erten 



ammerisetzung 



Adsorbent 



€ m 



Mitt el 



vers t€ hen 



nil 



vorliegenden Erf 
Unter "eluotrop 
t chemischen 
zu 

aus festen oder 

ien herauszi 
handelt es sich t 
wie es bei 
Der adsorb! 
Salzes ausrei 
gungen gewShlt, 



in 



indung in Ge- 
Salz" ist im 
oder das 
mit der 
Lt Fliissigkeit 
losen und/oder 
ei dem eluotro 
jraphi- 
4rte Stoff ist 
loslich, 
die das biolo- 



che nd 



Ethane )1 



Die Art und 
wird im 
eluierende 
Polaritat 
f olge 
kann eine 
tausch- 
Salz 

beispielswe 
delt es si 
setzung mit 
vorzugterwe 



allc temeinen 



do 



Konzentration des 
je nach 
tjfirkung eines Salz 
s Losungsmittels 
- Aceton - 

Phase sein, i 
raphie 
Zus 

se weitere Salze, 

bei der Zus 
einem pH-Wert im 
se um 7,0. 



f^ste 



Chror latog 



enthal' :enden 



ch 



Lngeset 



In einer 
Natriumchlo 
Erdalkalisa 
sogenannte 
din, ei 
stens > 200 
fiir die ei 
Loslichkeit 
spielsweise 
stof f , 
von 8 mol/1 



bevorzi 



konn in 



erfo Lgt 



Die Inkubat 
Mittel 
vorhandener 
ftir einen Z 
sten bevorz 
Zeitraum fix 
viren wie 
Vorversuch 



Auch die Wa 
raum. In 
bei 
zwischen 15 
biert - 



den 



Raumtem Deratur 



Methanol 



geeigrete 



>ammenset:zung 



ammenset 



r r r r r- 

r '■' 
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Salzes bzw. der Zusanunensetzung 
verwendetem Adsorbens gewahlt. Die 
es hangt beispielsweise von der 
ab, nimmt also z.B. in der Reihen- 

- Wasser zu. Das Adsorbens 
nsbesondere eine fiir die Ionenaus- 
Matrix. In der das eluotrope 
kGnnen auch weitere ZusStze, 
enthalten sein, Vorzugsweise han- 
zung um eine waBrige Zusammen- 
Bereich zwischen 6,0 bis 8,0, be- 



Ausf iihrung 



aber 



ugten 
id verwendet, 
ze, darunter CaCl 
Chaotrope, wie z 
zt werden. Die 
mmol/1 , 
zte 

des jeweiligen S 
um 2 mol/1 

gegebenenf al Is 
eingesetzt werderji 



n< jesets 



vorzugsweise 



Konzentrati 



on des biologis 

fiir einen fiir 
Pathogene ausrei 
jitraum zwischen 
gt zwischen 1 
das 

Sindbis-, FSM$ 
Destimmt werden . 



Stunde 



erf indungsgeimaS 



H EV 



il der Temperatur 
erf indungsgema 
beispiel 
und 45°C, i 



sform wird als eluotropes Salz 
auch andere Alkali- oder auch 
2 . Als eluotrope Salze konnen auch 
. Harnstoff, Rhodanide oder Guani- 
I^onzentration des Salzes ist minde- 
> 300 mmol/1. Die obere Grenze 
ion hangt insbesondere von der 
lzes ab und liegt fur NaCl bei- 
Substanzen, wie z.B. Harn- 
sogar bis zu einer Konzentration 



Chaotrope 



chen 



Materials mit dem chemischen 
die Inaktivierung gegebenenf alls 
c(:hend langen Zeitraum, vorzugsweise 
0 Minuten und 10 Stunden, am mei- 
und 5 Stunden. Der benotigte 
e Verfahren kann mittels Modell- 
- oder Hepatitis-Viren in einem 



beeinfluBt den anzuwendenden Zeit- 
aSin Verfahren wird bevorzugterweise 
^weise in einem Temperaturbereich 
zwischen 20 und 30 °C, inku- 



nsbescpndere 



Beim erf indungsgemaBen Verfahren 
bevorzugt an einem festen Trager 
Inkubation unmittelbar nach Elut 
vorgenommen. Elution und Inkubat 
fiihrt werden, sie konnen aber au 
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wird das biologi 
adsorbiert, gere 
ion des gereinigt 
ion konnen konsekjit 
ch gleichzeitig 



e: 



Ausf uhrungsf orm 
schen Reinigung e 



GemaB einer weiteren bevorzugten 
bation nach einer chromatographi 
schen Materials vorgenommen, wobei das Eluat noch 
zessiert wurde, beispielsweise durch Zentrif ugati 
oder andere physikalische Methoden . 



sche Material 
Lnigt und die 
*n Materials 
iv durchge- 
f olgen. 



lgterWe 



Der feste Trager ist bevorzu 
phie geeignetes Material, i 
tausch-Chromatographie , hydr 
Af f iriitatschromatographie geei 
werden Materialien wie Sepharose 
Spherodex®, Toyopearl®, oder 
Hydroxylapatit , verwendet . 



nsbesondere 



rophobe 



gnletes 



anorgan 



DEAE- 



Als Ionenaustaiischer konnen Anio|nenaustauscher 
beispielsweise DEAE-Sephacel® , 
CL6B, DEAE-Sepharose®Fast Flow, 
Flow, Q-Sepharose® High 
Spherodex®, Q-Hyper-D (erhaltli 
DEAE- Toyopearl® , QAE-Toyopearl 
Fractogel-Material verwendet werlden 



Performance 



.idh 



Als Beispiele fur hydrophobe 
beispielsweise Butyl-Sepharose® , 
Sepharose® , Fractogel®TSK-Butyl , 
Gel Butyl Toyopearl® genannt werden 



Das biologische Material kann 
an den Trager adsorbiert und 
rungsschritt konnen aber auch 
Materials vor- oder nachgeschal 
vorliegenden Erfindung weitere 
schritte bevorzugt werden. 



gere 
wei 



tfird die Inku- 
Lnes biologi- 
weiter pro- 
Dn, Filtration 



ise ein fur die 
ein fur di 
Chromatographi 

Material . 
Superdex, 
ische Materiali- 



se LSP 



Seph ad 



Chromatogra- 
b Ionenaus- 
3. oder die 
ielsweise 
ex®, 
ien, wie 



-Materialien, wie 



DE^E 



-Sephadex^ 
QAE-Sephadex® , Q- 
DEAE-Tris 
durch die Firma 
Fractogel® EMD- 



Aqryl 



Chx omatogr aphd 



iemater 
Octyl -Sepharose® 
t-Butyl-HIC 



Support 



di.rekt 



aus einem 
inigt werden, 
itere Schritte 
werden, wobei 
ckhromatographische 



dem 



zur 



t:et 



-Sepharose® 
epharose® Fast 

DEAE- 
Sepracor ) , 

oder andere 



T^IAE 



ialien sollen 
Phenyl - 

oder TSK- 



kqmplexen Gemisch 
Inaktivie- 
Reinigung des 
im Rahmen der 
Reinigungs- 



Durch das er 
viert. Unter 
insbesondere 
verstanden. 



ier e 



Die Pathog 
B-Virus odex 
A-Virus, sein 



we nn 



Virusinakti 
zeichnet , 
eines bioloc 
Testvirus, 
Hepatitis -Vi 
nachgewieser 
Nachweisgrer 
Nukleinsaure n 
in der AT-PS 
Titration. 



dekadischen 



Als MaB fur 
tor bekannt, 
dem 

virustiter 
111/8115/89 
ist weiters 
wird aus dei 
quenten Inal 



Auch ein we 
Abreicherunc r 
Hierf lir 
ren in Fragei 



komn len 



Insbesondere t 
bzw . 
vorgenommen 



Abreict terung 



findungsgemafie Ver 
Pathogenen werdep 
auch das isoli 



Lerte 



konnen lipi 
nicht-lipidumhulll 



dumhMllte Pathogene, wie z.B. Hepatitis 
te Pathogene, wie z.B. Hepatitis 



erungsverf ahren 
nach Anwendung 
ischen Materials, 
. B. Hi-Virus Oder 
ren, ver set zt wu 

werden konnen 
ze reduziert 
kann beispiel 
401 062 beschri 



wurde 



swe 



werden heutzutage als wirksam be- 
des Verfahrens an einer Probe 
welche mit einer hohen Dosis eines 
Sindbis-Virus als Modellvirus fur 
keine Viren mehr in der Probe 
der Virustiter somit unter die 
Nachweis und Quantif izierung von 
ise mittels einer PCR-Methode, wie 
^ben, erfolgen oder durch direkte 



rde 



und 



die Inaktivierung 
der nach einer 
Logarithmus 
^rrechnet wird 
EN der Kommission 
der sogenannte 

Summe der Redukt 
tivierungsmaSnah 



terer unabhangigejr 
von Pathogenen w± 
alle aus dem 
um das Infekti 



wird als ein wei 
eine Filtrdt 



--'8'- r ' ' 

•fahren werden Pathogene inakti- 
auch Bruchstucke von z.B. Viren, 
Genom oder dessen Fragmente, 



ist der sogenannte Reduktionsf ak- 
e|imaligen Zugabe von Testvirus aus 
c}es Quotienten von Anfangs- und End- 
Au|s der Europaischen Richtlinie EC 
der Europaischen Gemeinschaf ten 
Gqsamt-Reduktionsf aktor bekannt. Er 
ionsfaktoren von einzelnen subse- 
men errechnet . 



Schritt zur Inaktivierung bzw. 
rd vorzugsweise durchgef iihrt . 
s|tand der Technik bekannten Verfah- 
dnsrisiko zu minimieren. 



ijterer Schritt zur Inaktivierung 
ion und/oder eine Hitzebehandlung 



Als Filtration wird vorzugsweise eine Nanof iltration vorgenom- 



men. Eine bevorzugte Hitzebehandl 
Material durchgef uhrt , z.B. an e 
-tern Wassergehalt, beispielsweise 
bis 8% und einer Temperatur zwi 
0 159 311 beschrieben. 



ung wird am f estjen 
in em Lyphilisat m]± 
einem Wassergeha[lt 
schen 50 und 80°C, 



chemi 



In einer bevorzugten Ausfuhrungs 
lung mit einem Detergens als 
wird in einem ersten Schritt ein 
wenigstens 1%, vorzugsweise weni 
wenigstens 10% verwendet. In eir 
res Detergens in einer Menge vor 
mindestens 12%, am meisten bevor 
Das verwendete Detergens kann f 
k6nnen aber auch unterschiedli 
den. Ganz allgemein kann durch 
Virusinaktivierung das Risiko ei 
reichung einer entsprechenden 
ausgeschlossen werden . 



form ist eine 2-stufige Behand- 
ischem Mittel vcrgesehen. Dabei 
Detergens in einer Menge von 
gstens 5%, am meisten bevorzugt 
er zweiten Stufe wird ein weite- 

mindestens 10%, vorzugsweise 
zugt mindestens 14% verwendet. 
beide Stufen dasselbe sein, es 
Detergent ien eingesetzt wer- 
Kombination vcn Schritten zur 
ner Virusinf ekticn nach Verab- 
Pifaparation stark r|eduziert bzw. 



t.r 



che 



c.ie 



GemaS der vorliegenden Erfindunc 
phisch gereinigte Preparation zur 
einen autodynamisch aktivierbardn 
aktiviertem Blutfaktor von weniger 
halt an dem aktivierten und nicH"t 
zugsweise weniger als 40%, mehr 
mehr bevorzugt weniger als 20%, 
10%, am meisten bevorzugt weniger 
Gehalt . 



Lviertem 



Insbesondere handelt es sich bei 
Prothrombinkomplex enthaltende 
VIIa-Aktivitat von weniger als 
aktiviertem und nicht akti 
ger als 10%, am meisten bevorzugt 
gehalt des erf indungsgemafien 
pharmazeutisch akzeptablen Meng^ 
und der Nachweisgrenze des Detergens 



biologischen 
t kontrollier- 

zwischen 5 
wie in der EP- 



gest€ lit 



wird auch eine 
Verf iigung 
Blutfaktor mit 

als 50%, bezocjen 
aktivierten 
bevorzugt wenigei 
welters bevorzugt 
als 1%, und e 



c hromatogra- 



enthaltend 
einem Anteil an 
auf den Ge- 
vor- 
als 30%, noch 
weniger als 
irtem Detergens- 



BIl tf aktor , 



der Preparation 
preparation mit ei 
0%, bezogen auf 
Faktor VII, voi 
weniger als 1% 
s liegt 
vor, vorzugswei 



PrSparates 



c en 



dat ei 



um eine einen 
ner Faktor 

Gehalt an 
zugsweise weni- 
Der Detergens- 
in einer 
3e zwischen 1% 



Unter einem 
vorliegende 
talytisch, 
beispielswe 
Insbesondert t 
wahlt aus 
Kallikrein 



autodynamisch akt 
Erfindung ein Bl 
4urch Oberflc 
se chromatographi 
ist ein derarti 
Gruppe Faktor 



dor 



In einer we 
tion frei 
Thrombin- 
einer spezi 
Substanzen 
gegeben. 



teren bevorzugter, 
vd>n Serinprotease- 
In&ibitoren, bzw. 
alien Ausfiihrungs 
bereits wahrend ei 



Daher betri 
parationen, 



In der erfi 
enthalten 
zen wie Ami 



Durch die n 
noch naher 
schranken . 



BEISPIEL 1 
Detergensbe 
Gegenwart vpn 



15 mg DEAE- 
Raunrtemperaf: 
zur Quellun 
■tion vom Qu 
Waschungen 
g/1 NaCI, p 
(7 g/1 Na 3 C 
ren und Zen 



achenkontakt 



ger 



VI 



Ausf uhrungsf orm ist die Prapara- 
ijnhibitoren, wie beispielsweise 

Kofaktoren, wie z.B. Heparin. In 
orm ist die Freiheit von derartigen 
nes chromatographischen Prozesses 



der 



ft: die vorliegenqe 
erhaltlich durch 



ndungsgemafien 
s^in, beispielsweii 
nosauren. 



ichf olgenden Beisxj) 
irlautert werden, 



land lung von akti 
TWEEN®-80 



Fa. 



ac:h 



abgetrennt 



Sephadex® A- 50, 
ur mit 1 ml einet 
j inkubiert . Dan 
illuberstand 
3es Gels mit je 1 
i 7,0) und weiter^ 
Ltrat.2H z O, 7 g/1 
trif ugieren . 



ivierbaren Blutfaktor ist gemSB der 
utfaktor zu verstehen, der autoka- 

oder durch Prozesse, wie 
sche Prozesse, aktivierbar ist. 
Blutfaktor ein solcher, ausge- 
I, Faktor XII, Faktor XI und Pra- 



Erfindung auch entsprechende Pra- 
das erf indungsgemaSe Verfahren. 



Preparation konnen auch weitere Zusatze 
$e stabilisierend wirkende Substan- 



iele soil die vorliegende Erfindung 
ohne diese jedoch darauf zu be- 



\riertem Prothrombinkoraplex FEIBA in 



Pharmacia, wurden 15 min. bei 
Losung von 30 g/1 NaCI in Wasser 
wurde das Gel durch Zentrifuga- 
AnschlieBend folgten funf 
ml Puffer (9 g/1 Na 2 HPO 4 . 2H 2 0, 7 

zwei Waschungen mit einem Puffer 
NaCI) ebenfalls durch Resuspendie- 



30 ml frisch gefrorenes menschli 
bis +4°C aufgetaut und das an 
trifugation bei +2°C abgetrennt . 
iiberstand" wurde mit dem gewa 
wobei FEIBA generiert und zus 
thrombinkomplexes und inertem 
de. Danach wurde coadsorbiertes 
Waschen mit einem Puffer (9 g/1 
fernt . 



ches Citratplasma 
fallende Kryoprazipi 
Der daraus resul 
sch|enen DEAE-SephadeK® 
amnten mil: den Faktor 
Prjotein an das Gel 
Inertprotein vom 
Na 2 HP0 4 .2H 2 0, 7 



und 



Behalndl 



am 



Der puff erf euchtre Gel-Proteinkoqpl 
Losung von 150 mg/ml TWEEN®-80 
26 °C suspendiert. Durch die 
nenstarke wurde Protein gemeins 
binkomplexes und eventuell 
AnschlieBend wurde die Suspensi 
verdlinnt und 1 Stunde bei 
Proteinfraktion neuerlich readso 
"telle des inaktivierten Pathogenjs 
Losung blieben. Der Gel/ 
j e 1 ml einer Losung von 7 g/1 
waschen. 



vorhandenen 



on 



Raumteimperat 



'Proteinkompl 



behandel 



Zur Elution wurde das Gel mit 0, 
NaCl in Wasser unter Rtihren 
destilliertes Wasser dialysiert, 
Nach Rekonstitution des Lyophili 
gemaS der AT-B 350 726 bestimmt. 



ebenso 



Als Kontrolle dienten eine 
FEIBA, jedoch ohne Behandlung mi 



Pre te 



ce 



Die Analyse des gewonnenen Prape 
Aktivitat von 3,2 E FEIBA/mg 
16,6 mg/ml nach Rekonstitution 
gleichbar mit der Verf ahrensvari 
wobei eine spezifische Aktivitat 
Proteinkonzentration von 16,5 mc / 



wurden bei 0 
tat durch Zen- 
tierende "Kryo- 

inkubiert , 
sn des Pro- 
adsorbiert wur- 
DEAE-Gel durch 
g/1 NaCl) ent- 



ex wurde nun mi|t 
30 mg/ml NaCl 
ung mit der 
mit den Faktoren 

Pathogenen 
durch Zugabe 
ur 

rbiert wurde, wa 
gemeinsam mit 
ex wurde dann 
in Wasser 



von 



readsorbiert 



NaCl 



7 ml einer Losung 
t. Das Eluat 
eingefroren und 
sates wurde die 



hergestellte 
t Detergens . 



Prote 



rates zeigte eine 
in bei einem 
s Lyophilisates 
ante ohne 
von 2 , 8 E/mg 
ml erhalten wurde 



1 , 5 ml einer 
1 Stunde bei 
Losung hoher lo- 
des Prothrom- 
desorbiert - 
6,5 ml Wasser 
wobei die 
ahjrend Bestand- 
d|em Detergens in 
funf mal mit 
ge- 



detergensf rei 



von 30 g/1 
wurde nun gegen 
lyophilisiert - 
IB-Aktivitat 



FE 



Preparation von 



spezifische 
ingehalt von 
und war ver- 



Detergensbehandlung, 



Prctein bei einer 



BEISPIEL 2 
Detergensbeh andl 



ter Inkubat ions 



Bei 



Analog zu 
DEAE-Sephadejx 
schlieBend 
fraktion 
stand unter 
schlieBend 
auf gearbeitdt 



IT 1 



wurde 



Vs u 



FElBA/mg 



Die Analyse 
2,5 E 
bei 2 h Inkt 
sche Aktivit 
hall: von 17, 

Damit konnte 
zeit mit den 
Wirkstof f es 

BEISPIEL 3 



eincn 



10, 



Gel 

FEIBA wurde 
Behandlung 
sung in 
Sephadex® A 
NaCl zur 
schungen mi 
NaCl, pH 7, 
g/1 Na 3 Citr 
Zentrifug 
tion des 
gens wurde 
Verf ahren 
Vergleich z 



Lung bei der D 
>zeit 



esorption von FEIBA mit verlanger- 



liie 



spiel 1 wurde di 
® adsorbiert, 
t einer TWEEN®/N|aCl 
aber uber 2 b 
sonst glei 
rde, wie in Bei 



von 



zw 



_chbleibenden 



sp 



diese Ansatze 

Protein bei 
bation in 
at von 2,3 E FEI 
4 mg/ml bei 3 h 



ergiab eine spezifische Aktivitat von 
einem Proteingehalt von 16,6 mg/ml 

von TWEEN®-80 und eine spezifi- 
BjA/mg Protein bei einem Proteinge- 
Inkubation mit Detergens. 



Gegenwart 



gezeigt werden, 
Detergens mit 
oder Reduktion 



kei 



der 



wie in Beispiel 1 
i|nd Desorption mit 
Behalter 
Fa. Pharmacia, 
vorinkubierft 
je 1 ml eines 
) und weitere 
t.2H 2 0, 7g/l NaCl 
vorgelegt 



Que Hung 



leien 



liber ge f uhrt 



Puffers 



zwei 



wore en 



verdiinnten Proteinkcmpl 



cjie Aufarbeitung 
difrchgef lihrt • Das 
it einer nach der 



r r 

r ' 

r r *■ ' 



Prothrombinkomplexf raktion an 
Inertprotein f reigewaschen, an- 
-Losung desorbiert . Die Protein- 
3 Stunden im desorbierten Zu- 
Bedingungen gehalten. An- 
iel 1 beschrieben, zum Endprodukt 



daB auch die verlangerte Kontakt- 
ner wesentlichen Inaktivierung des 
Ausbeute verbunden war . 



Detergensbel andlung von FEIBA mit Reads orpt ion an einem anderen 



beschrieben hergestellt. Nach der 
Detergens wurde die erhaltene Lo- 
in welchem 15 mg DEAE- 
welcher in einer Losung von 30 g/1 
und anschlieBend durch f iinf Wa- 

(9 g/1 Na 2 HP0 4 .2H 2 0, 7 g/1 
Waschungen mit einem Puffer (7 
) jeweils durch Resuspendieren und 
war. Nach einstiindiger Adsorp- 
exes zur Abtrennung des Deter- 
dem in Beispiel 1 beschriebenen 
gewonnene Endprodukt hatte im 
sjtandardvariante, d.h- ohne Behand- 



nach 



so 



lung mit Detergens, hergestel 
und war in der spezifischen Akt 



_ ■ i'3 — 

Iten FEIBA eine Aust 
ivitat vergleichb 



BEISPIEL 4 : 

Detergensbehandlung von aktivieibtem Prothrombinkcjniplex FEIBA in 
Gegenwart von TWEEN®-80 bei erhohter Temperatur 



abgetrennt 



15 mg DEAE-Sephadex® A-50, Fa 
Raumtemperatur mit 1 ml einer 
zur Quellung inkubiert. Danach 
-tion vom Quelliiberstand 
Waschungen des Gels mit je 1 ml 
g/1 NaCl, pH 7,0) und weitere 
(7 g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 0, 7 g/1 
ren und Zentrifugieren. 



Pharmacia , wurden 
Losung von 30 g/1 ^ 
Wurde das Gel dure 
AnschlieSend 
Puffer (9 g/1 Na 
i Waschungen mi 
) ebenfalls durcjh 



zwe 



NaCl 



30 ml frisch gefrorenes menschl 
bis +4°C aufgetaut und das anfa 
trifugation bei +2°C abgetrennt 
uberstand" wurde mit dem gewa 
wobei FEIBA generiert und zus 
thrombinkomplexes und inertem 
de. Danach wurde coadsorbiertes 
Waschen mit einem Puffer ( 9 g/1 
f ernt . 



.nkompl 



Der puff erf euchte Gel-Protei 
Losung von 1 mg/ml TWEEN®-80 un<5 
Raumtemperatur suspendiert, wobe 
zifisch adsorbierte Verunreini 
schlieBend wurde das Gel durch 
teinlSsung wurde nun durch wei 
eine Detergenskonzentration von 
schlieBend entweder 1 Stunde be 
unter Ruhren zur Inaktivierung 
inkubiert. AnschlieSend wurde d 
verdiinnt und ein frisch gewas 
A-50 Gel readsorbiert . Anschlie 
mit je 1 ml einer Losung von 7 



ches Citratplasm 
lende Kryoprazip 
Der daraus resu 
sclfienen DEAE-Sephaddx 
amrtien mit den Fakto^en 
Protein an das Gel 
Inertprotein vom 
2H 9 0, 7 



Na 2 HP0 4 



gunger 



teren 



ex wurde nun m 
30 mg/ml NaCl 1 
i die Proteinfral 
n desorbiert 
filtration 

Zusatz von 
150 mg/ml gebracljit 
26 °C Oder 1 
feventuell v 
rch die Zugabe 
s vorbereitete$ 
jBend wurde durch 
/I NaCl in Wasse 



u 



chene 



abgetrnnnt 



Stunde 



forhandoner 



von 



eute von 95 % 
r . 



15 min bei 
aCl in Wasser 
h Zentrifuga- 
folgten flinf 
HP0 4 .2H 2 0 / 7 
einem Puffer 
Resuspendie- 



wurden bei 0 
tat durch Zen- 
tierende "Kryo- 
® inkubiert, 
des Pro- 
adsorbiert wur- 
DEAE-Gel durch 
1 NaCl) ent- 



er/ 



t 1,5 ml einer 
Stunde bei 
tion und unspe- 
\jmrden . An- 

Die Pro- 
T$EEN®-80 auf 
und an- 
bei 40°C 
Pathogene 
6,5 ml Wasser 
DEAE-Sephadex® 
unf Waschungen 
detergensf rei 



gewaschen 
schrieben, 



uijid schlieBlich da 
weiteraufgearbeitet 



gewasch *ne 



Das 

ml einer L6 
NaCl/ml, 1 
die Protein 
nen oder 
rait: dem 
wie im 
bei 

Ionenaustau 
mit 1 ml ei 
Heparin/1 , 
von 1 g/1 
eluiert. Z 
thrombinkombl 
haltend 4 g 



Detsrgens 



Beis )iel 



Raumtem Deratur 



N a 



beider Varianten 
eine mil: einer 
chbare spezifi 
betrugen jewei 



der Behandlung bei 26 °C und bei 
Sifandardvariante ohne Virusinaktivie- 
sctrie Aktivitat des FEIBA-Praparates. 
s 75 % der Standardvariante. 



dabe 



bgetrennt , 



gefrorenes mens 
getaut und das 
.on bei +2°C a 

wurde mit 2 
eine des Prothromb 
Pharmacia, in einer 
5el-Proteinkompl 
mit einem Puffer 



Lex 



Na 2 HP0 4 . 2H 2 Q, 50(f) 



nit Puffer 2 (4 g 

pH 7,5) gewaschen 



Gel wurde nun 
ung, enthaltend 
i bei 26 °C suspencjl 
Erraktion gemeins 
Pa :hogenf ragment 
wurde 
1 beschriebeifi 
die Prote 
schermatrix 
les Puffers (4 g/ 
pH 7,5) detergens 
Citrat.2H 2 0, 30 
Eluat wurde 1 I 
ex enthaltende 



/I Na 3 Citrat . 2H 2 0 



Praparat, wie in Beispiel 1 be- 



Die Analyse 
40 °C zeigte 
rung vergle 
Die Ausbeut^n 

BEISPIEL 5 

Detergensbel landlung von Prothrombinkomplex in Gegenwart von 
TWEEN®-80 

30 ml friscji 
bis +4°C au 
Zentrif ugat 
" Kryoiiber st£nd 
den die Pro 
A-50, Fa. 
biert. Der 
und jeweils 
NaCl, 9 g/1 
schlieBend 
IE Heparin/ 



cj:hliches Citratplasma wurden bei 0 
i anfallende Kryoprazipitat durch 

Der daraus resultierende 
Heparin/ml versetzt. Danach wur- 
inkomplexes mit DEAE-Sephadex® 
Konzentration von 0,5 mg/ml adsor- 
wurde von der L6sung abgetrennt 
1 (4 g/1 Na 3 Citrat .2H z O, 7 g/1 
IE Heparin/1, pH 7,5) und an- 



1 Na 3 Citrat.2H 2 0/l, 7 g/1 NaCl, 500 



zur Pathogeninaktivierung mit 1,5 
50 mg TWEEN®-80/ml und 30 mg 
iert. Durch diese Behandlung wurde 
mit eventuell vorhandenen Pathoge- 
iert und im Laufe der Inkubation 
inaktiviert- AnschlieBend wurde 
mit 6 ml Wasser verdiinnt und 1 h 
nfraktion samt Wirkstoff an die 

AnschlieBend wurde fiinf mal 
Na 3 Citrat, 7 g/1 NaCl, 500 IE 
frei gewaschen und mit einer Losung 
g/1 NaCl, 1000 IE Heparin, pH 7,0 
Heparin/ml zugesetzt. Die Pro- 
^idsung wurde gegen einen Puffer ent- 
8 g/1 NaCl, pH 7,0 umgepuffert und 



>an 



desorb 



Pathogen 



readscprbiert 



-15- 



erten 



lyophilisiert . Im rekonstitui 
komplex wurden der Proteingehalt 
komplexfaktoren getestet; die Re 
nehmen . 



lyophilisierteip 
und der Gehalt 
sultate sind 



Als Kontrolle wurde ein Ansatz 
stellt. Die Analysenergebnisse s 
entnehmen . 



ohne 



TWEEN®-Behand Lung herge- 
ind ebenso Tabell* 1 zu 



TABELLE 



Vergleich der Aktivitaten der 
Durchfuhrung des erf indungsgemafifen 
Verf ahren 



Prpthromb 



an 



Tabe.Ll 



inkomplexf 
Verfahrens und 



aktoren nach 
ohne dieses 



Prothrombin 
Prothrombin 
Le 1 zu ent- 



r 
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Protein C 
(E/ml) 


26,5 
27,9 


Faktor X 
(E/ml) 


23,2 
22, 1 


Faktor IX 
(E/ml) 


21,0 
22,2 


Faktor VII 
(E/ml) 


CTk O 
O r-H 


zung 

Prothrombin 

(E/ml) 


i — i r- 

CN CTk 
CN t— 1 


Zusammenset 
Protein 

(mg/ml) 


i— i t— t 




Kontrolle 

erfindungsgem. 
Praparat ! 
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Es zeigte sich, daS durch die 
liche Anderung der Zusammensetz 
f olgte . 



Deftergensbehandlung 
ung des Prothrombin 



BEISPIEL 6 : 

Detergensbehandlung von Faktor V|l 
zur Virusinaktivierung von Faktot 
Verfahren 



Hydrogels 



-eSerid 



Aus humanem Citratplasma wurde d 
enthaltend die Ger innungs f aktoren 
Faktor VII, Faktor IX und Faktor 
ben, abgetrennt. Der im Uberstand 
Sephadex® A50 verbleibende GroSt 
wurde nun durch Adsorption an Al 
wurden pro 1 1 Uberstand nach 
xes 10 ml 2 %iger Aluminium 
min bei 4°C geruhrt- Anschli 
5000 rpm 10 min bei ca. 4°C in 
der Aluminiumhydroxid-Proteinkonjpl 
verworfen und der Niederschlag it 
Adsorption verwendeten Prothromfc 
Losung von 4 g Na 3 Citrat . 2H 2 0/l 
diert und 30 min geruhrt. Dadurcjh 
niumhydroxid desorbiert . Der am 
Faktor VII wurde durch neuerli 
schrieben pelletiert- Der 
derschlag zur Weiterverarbeituno 
der Proteinf raktion wurde der Al 
plex mit 1 Vol.% des zur Adsorpt[ 
plexiiberstandes eines 0,3 mol/1 
Na 2 HP0 4 . 2H 2 0/1 wurden mit einer 

enthaltend 



-che 



Uberstand 



auf pH 8,6 eingestellt) 
ruhrt . AnschlieBend wurde zur 
Endkonzentration von 15 % TWEEN<j> 
schlieBend 1 Stunde bei 40 °C ger 
auf ca. 22 °C abgekuhlt und mit 
Faktor VII-Fraktion wurde dann 
einstundigem Ruhren bei ca . 22 



I rait TWEEN®-80 
VII nach einem 



Lm Vergleich 
convent ionellen 



Lnkom Die 



geringe 



Prot Hirombi 



Zen tri 



unens 



ie Prothrombi 
Prothrombin , 
X, wie in Beispi 
nach Adsorption 
eil des Gerinnung 
uminiumhydroxid g 
Abjtrennung des 

suspension z 
wurde durch 
ejinem Sorvall RC3B 
ex abgetrennt, 
it 3,5 % des Vol 
inkomplexuberstanjdes 
und 7 g NaCl/1, 

wurde Inertprotle 
Aluminiumhydroxid 
Zentrif ugation 
wurde verwor 
weiterverwendet . 
uminiumhydroxid- F 
ion verwendeten 
Phosphatpuf f ers , 
Losung von 41,1 g 
1 % TWEEN®-80, 
ninaktivi 
-80 Detergens 
uhrt. Danach 
Teilen Aqua des1 

1 g/1. DEAE- 
readsorbiert . Ar 



Pathoger 



an 



Len ng 



zuc e 



wurc e 



keine wesent- 
ikomplexes er- 



xf raktion 

Teile von 
si 5 beschrie- 

an DEAE- 
sfaktors VII 
swonnen. Dazu 
inkomple- 
u^esetzt und 30 
fugation bei 
Rotor H6000A 
der Uberstand 
des zur 
in einer 
7,5, suspen- 
in vom Alumi- 
verbleibende 
wie oben be- 

und der Nie- 
Zur Desorption 
aktor VII-Kom- 
F rothrombinkom- 
pH 8,6, (53,4 g 
NaH 2 P0 4 H 2 0/l 
30 min ge- 
auf eine 
setzt und an- 
die Losung 
verdiinnt . Die 
® A50 unter 
schlieBend wur- 



f en 



Sept adex<> 



-Losur g 



de auf der £ 
ges Waschen 
TWEEN®- 
und 7 g NaC3 
gens freigev 
durch Riihrer 
verdlinnter 
fur 30 min 
Gehalt mit 
VII:C, 

t hr omb i nkom d> 1 
von Bradforc 
nach der 
len Faktor 
sind Tabell 



IMMUNO 



internutsche der 
mit je 100 ml pro 

mit einem Puf 
/l, pH 7,5, 
aschen. Die Eluti 
des Ionenaustau 
T|WEEN®-L6sung ei 
tjei 22°C. Im Eluat 
inem chromogenen 
AG, Wien, gemes 
ex-Standard ) , 
[ Anal . Biochem. 7 
aus US683,6E 
Ila-Standard ) 
2 zu entnehmen 



Mei:hode 



oh 



Zum Verglei 
hydroxid wi 
thrombinkomj)le 
der EP 0 19 
131 740 mit 
delt. Dazu 
Losung von 
Stunden bei 
plexiiberstai 
zur Abtrenm 
giert und d 
Na 3 Citrat . 2 
iiberschiissi 
schen jeder 
hydroxid- Pr 
de unter defi 
dem erfindun 
Analysen de 
sind Tabell 



Faktor Vila 
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Gel-Proteinkomplex durch dreimali- 
Liter eingesetzter , verdlinnter 
enthaltend 4 g/1 Na 3 Citrat . 2H 2 0/1 
500 IE Heparin/1, vom Deter- 
on der Faktor VII-Fraktion erfolgte 
scherproteinkomplexes und 100 ml/1 
85 g NaCl/1 enthaltenden Losung 
wurde anschlieflend der Faktor VII- 
Faktor VII-Test ( Immunochrom Faktor 
sen gegen den internationalen Pro- 

Proteingehalt nach der Methode 
2:248-254 (1976)] und Faktor Vila, 
2 (gemessen gegen den internationa- 
itativ bestimmt. Die Ergebnisse 



fer 



enthaltend 



ner 



der 



quant 



wurde Faktor VI 
oben beschrieberi 

xes abgetrennt 
554 mit den viru 
TWEEN®-80 und Tr 
wurde der Alhydro 
% TWEEN®-80 und 
4°C mit einem Vol 
d geruhrt . AnschJ. 
ing des Aluminium! 
arch Waschung mit 
i 2 0, 7 g/1 NaCl, 
jem TWEEN®-80 und 
Waschung folgte 
Dteinkomplexes 
gleichen 
gsgemaBen 
3 Endproduktes an^ 
s 2 zu entnehmen 



Bedingunge 
Verfahren 



■Aktivitaten nach 



I durch Adsorption an Aluminium- 

von den anderen Proteinen des Pro- 
und im adsorbierten Zustand gemaS 
sinaktivierenden Agentien aus EP 0 
( N-butyl ) phosphat ( TNBP ) behan- 
^el-Proteinkomplex in einer waBrigen 
0,3 % Tri-( N-butyl )phosphat 18 
umen von 50 ml/1 Prothrombinkom- 
ieBend wurde wie oben beschrieben 
il)iydroxid-Proteinkomplexes zentrif u- 
3 x 100 ml einer Losung von 4 g/1 

7,5, durch Resuspendieren von 
Tri- ( N-butyl )phosphat bef reit . Zwi- 
iine Pelletierung des Aluminium- 

Zentrif ugation. Die Elution wur- 
n wie beim Parallelansatz nach 
durchgef uhrt . Ebenso wurden die 
log durchgef uhrt . Die Resultate 



ibH 



durch 



TABELLE 



Durchfuhrung des erfindungsgemaSen 



- 1 

Verfahrens und nach Durchfiihrung 
EP 0 197 554. 
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des Verfahrens gimaB der 



r- 



o 



oo 
m 



e \ 

CD 

CP t-O 

ao 

Cu CJ 



Es zeigte s 
VIIa-Gehalt 
lich erhoht 
VII, keine 
er 

tenen Produl 



-f indungsg« tmaBen 



ch, daS unter Anwjendung 
im Vergleich zum 
war, wobei trotz 
^ktivierung festzu 
Verf ahren 
tes hoher als bei 



BEISPIEL 7 
Semiquantil 



tative Bestimmung von Hepatitis G-Virus 



Prob(in 



ra 



nnung 



In den 
wurden 
nach Kryop 
der Geri 
reinigten 
0,5 ml di 
Kochsalzpuf 
durch Ultra 
ralen Pelle 
Houston, Te 



Path( jgeninaktJ 



und 



ies<ir 



CGAATGAGTOAGAGGACGGGGTAT 3 



f arb:stof f 



PC* 



RT-PCR auf 
Primerpaar 
505-508 (19 
er (erhalt L 
NS5a 1: 5' 
5 

reszenz 
iiblicher 
cons wurden 
analysiert . 
Proben aus 
C-Virus-RNA 
durchgef uhr 
lich Extrak 
fur die HGV 
reszenz wur 
men. Es zei 
Ausgangsmat 



schl: 



im 



Ad 



lvierung 
jeweils von den 
zipitation oder 
faktoren II, IX 
konzentrierten 
Proben wurden 
er verdiinnt und 
entrifugation pel 
s durch die 
cas) extrahiert 



RNAzol 



iepatitis G-Virus 
4S5a 1 und NS5a 2 
6 ) ) , durchgef iihrlj; 
ich von Boehri 



nger 



C ['CTTTGTGGT AGT AGCCG AGAGAT 



ind 



markiert u 
-Protokolle resu 
auf einem ABI 377 
Urn die Anwesenhei 
ieBen zu konnen 
-Mimics gespikt 
:en Hepatitis C- 

die keine Inhib 
-PCR auswertbar 
ie als MaB fur deiji 
jte sich, daB die 
srialien vor der 
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dieses Verfahrens der Faktor 
erf indungsgemaBen Verfahren deut- 
der komplexen Behandlung des Faktor 
stellen war. AuBerdem war bei dem 
ie spezifische Aktivitat des erhal- 
Vergleichspraparat . 



ansatzen der Beispiele 1 bis 6 
Ausgangsmateri alien, Uberstand 
sorptionsuberstand nach Abtrennung 
und X, sowie den entsprechenden ge- 
Gerinnungsf aktorpraparaten gezogen . 
+ 1 mit physiologischem Phosphat- 
4ventuell vorhandene Viren wurden 
letiert. Die RNA wurde aus den vi- 
Reagens-Methode ( Biotecx , 
in sterilem A.dest. gelost. 



und 



(HGV)-Nukleinsauren wurde mit dem 
(Linnen, J- et al . , Science 271: 
. Die Sequenz der verwendeten Prim- 
Mannheim, Deutschland) war fur 
3 ' und fur NS5a 2: 
Die Primer wurden mit einem Fluo- 
die daraus nach Rout ineverf ahren 
tierenden f luoreszierenden Ampli- 
Sequencer von Applied Biosystems 
t von RT-PCR-Inhibitoren in den 
wurden die Proben mit Hepatitis 
in einer, gemaB EP 0 714 988, 
analysiert. Es wurden ausschlieB- 
ition in der HCV-PCR zeigten, als 
amgenommen . Die Intensitat der Fluo- 
Gehalt an Hepatitis G-Virus genom- 
flir die Fraktionierung verwendeten 
athogeninaktivierung gemaB dem er- 



und 
-PGR 
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finderischen Verfahren stark pos 
Konzentration an HGV-Nukleinsau 
rend in den Eluaten nach der 
virusinaktivierenden Agent ien 
war . 



aufw 



itive Signale, d. 
rjeamplif ikaten, 

ion und Abt 
Lne HGV-RNA mehr 



Readsorpt] 



kei 



Bei Parallelversuchen ohne 
lung waren die Eluate wie die 
HGV-PCR-positiv . 



Durchf uhrung 



emer 

vdrwendeten Ausgangfematerialien 



n. eine hohe 
iesen, wah- 
rennung der 
nachweisbar 



Det srgensbehand- 



ea nem 



1. Verfahrer 
Viren, in 
chemischen N 
Gegenwart 
Konzentratiqn 
300 mmol/1, 



2. Verfahrer 
chemische M 
weise in 
5 %, am mei 



nach Anspruch 1 , 
ttel ein Deterger 
Menge von mi 
4ten bevorzugt 



eir ,er 



3. Verfahrer l 
als eluotrope 



4. Verfahren 
zeichnet, d< 
Minuten und 
und 5 Stundi 

5. Verfahre; 
zeichnet, d 
fraktion 



6. Verfahren 
zeichnet, d 
Blutfaktor, 
halt. 



7. Verfahren 
zeichnet, d 
Prothrombin 



8 . Verfahre 
zeichnet, d 
adsorbiert , 



P a t e n -t a 



zur Inaktivierun 
biologischen 
ittel, dadurch 
nes eluotropen S 
von mindestens 
vorgenommen wird 
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nspruche : 

g von Pathogenen, insbesondere von 
Material durch Inkubieren mit einem 
gdkennzeichnet, daB die Inkubation in 
a|lzes entsprechend einer NaCl- 
200 mmol/1, vorzugsweise mindestens 



dadurch gekennzeichnet, daB als 
s verwendet wird, welches vorzugs- 
n^estens 1 %, mehr bevorzugt mehr als 
als 10 % enthalten ist. 



mehr 



nach Anspruch 1 
s Salz Natriumch 



nach einem der P 
B die Inkubation 
10 Stunden, am me. 
n, erfolgt. 



nach einem der 
B als biologis 

wird oder 



ches 



ve: *wendet 



nach einem der 
B ein biologische 
insbesondere ein 



nach einem der 
B ein biologische; 
komplex enthaltencle 



Hi nach einem der 
B das biologisch^ 
gereinigt und di 



oder 2, dadurch gekennzeichnet , daB 
lorid verwendet wird. 

nspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
fur einen Zeitraum zwischen 10 
isten bevorzugt zwischen 1 Stunde 



/{nspruche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
Material Plasma oder eine Plasma- 
Material von einer Zellkultur. 



^nspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
Material verwendet wird, das einen 
Vitamin-K-abhangiges Protein, ent- 



/[nspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
s Material verwendet wird, das eine 
Fraktion ist. 



Anspruche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
Material an einem festen Trager 
Inkubation nach Elution des ge- 



reinigten Materials vorgenommen 
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wird , 



9. Verfahren nach Anspruch 8, 
Elution und die Inkubation gleidh 



dadurch 



ocer 



10. Verfahren nach Anspruch 8 
daB als fester Trager ein 
wird, insbesondere ein flir die I 
Oder die Af f initatschromatograph 



chromatograph 



zur 



11. Verfahren nach einem der 
zeichnet, daB weitere Schritte 
durchgef Iihrt werden, insbesonderfe 
gung . 



Ans pruche 



12. Verfahren nach einem der 
zeichnet, daB ein weiterer Schri 
cherung von Pathogenen dure 
tration oder eine Hitzebehandlurig 



Anspruche 



13. Verfahren nach einem der 
zeichnet, daB als chemisches Mi- 
gens ausgewahlt aus der Gruppe 

14. Chromatographisch gereinigt 
autodynamisch aktivierbaren Blu 
weniger als 50 %, bezogen auf 
nicht aktivierten Blutfaktor, 
bevorzugt weniger als 30%, noch 
weiters bevorzugt weniger als 1 
als 1 %, und einem Detergens- 



15. Preparation nach Anspruch 1 
der Blutfaktor ausgewahlt ist aili 
XII, Faktor XI und Pra-Kallikre 



16. Preparation nach einem der 
kennzeichnet , daB sie einen Pro 
Faktor VIIa-Aktivitat von weni 



ge 



gekennzei 
zeitig erfolgen. 



chnet, daB die 



9 , dadurch gekjenn 
isches Ma' 
onenaustausch-( 
ie geeignetes Ma" 



teri 



Chr omatog 



ten 



1 bis 10, 
Reinigung des 
eine 



chromatogx aph 



1 bis 11, 
tt zur Inaktivi< 
hrt wird, insl 



dadurch gekenn- 
er|ung bzw. Abrei- 
eine Fil- 



besendere 



Anspruche 



1 bis 12, 
-fctel ein nicht-ior 
Tween und Triton 



Preparation, 
tfaktor mit einem 
d€in Gehalt an dem 
vcprzugsweise weni 
mehr bevorzugt 
d)%, am meisten be\ 
Gehalt . 



dadurch gekenn 
s der Gruppe Faktor 
n . 



Anspruche 14 oder 
hrombinkomplex 
r als 50%, bez 



ogun 



zeichnet, 
ial verwendet 
raphie 

al, 



dadurch gekenn- 
Materials 

ische Reini- 



dadurch gekenn- 
isches Deter- 
\Jerwendet wird. 



ent haltend 



emen 
Anteil von 
ktivierten und 
gdr als 40%, mehr 
weniger als 20%, 
orzugt weniger 



eichnet, daB 
VII, Faktor 



15, dadurch ge- 
ei|ithalt mit einer 
auf den Ge- 



halt an aktd 
weise weni 



g€ r 



17. Praparal: 
kennzeichnel : 
Inhibitzoren 



18. Praparal: 
durch ein 



Ion nach einem 
vArfahren nach ei 



viertem und nicht 
als 10%, am mei 



ion nach einem d^r 

da8 die Praparsjti 
bzw. deren Kofaktjoren 



der 



nem 



ft 
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aktiviertem Faktor VII, vorzugs- 
sten bevorzugt weniger als 1%. 



Anspruche 14 bis 15, dadurch ge- 
on frei ist von Serinprotease- 



Anspruche 14 bis 17, erhaltlich 
der Anspruche 1 bis 13. 
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Z u s a m m e 



Beschrieben wird ein Verfahren 
insbesondere von Viren, in eineni 
Inkubieren mit: einem chemischen 
zeichnet ist, daB die Inkubation 
Salzes entsprechend einer NaCl- 
mmol/1, vorzugsweise mindestens 
sowie eine chromatographisch gerfe 
enthaltende Praparation . 



2|ur Inaktivierung 
biologischen 
Mittel, welches 
in Gegenwart ei 
Honzentration von 
300 mmol/1, 
inig-te, 



nfassung 



von Pathogenen ( 
ial durch 
djadurch gekenn- 
eluotropen 
mindestens 200 
wird, 
x 



Mater 



nes 



vorge nommen 



Prothrorr binkomples 



